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Introdução: O enfisema pulmonar é uma doença que tem alta incidência, morbidade 
e mortalidade e está associada à exposição a fumaça de cigarro. É caracterizada por 
inflamação pulmonar e perda de função. A acetilcolina (ACh), cuja liberação está 
relacionada aos níveis de transportador vesicular de ACh (VAChT), é o principal 
mediador do sistema colinérgico anti-inflamatório, e controla a inflamação pulmonar. 
O exercício físico aeróbio tem um importante efeito anti-inflamatório e melhora a 
qualidade de vida dos pacientes com enfisema pulmonar. Objetivos: 1. Elucidar se a 
redução de VAChT e da liberação de ACh interfere no desenvolvimento do enfisema; 
2. Elucidar se a redução de VAChT interfere nos efeitos benéficos do exercício físico 
aeróbio neste modelo. Métodos: Camundongos transgênicos com redução parcial de 
VAChT (KD) e selvagens (WT) machos (6-8 semanas) foram submetidos ao protocolo 
de exposição à fumaça de cigarro (2x/dia5x/semana/12semanas). Os grupos expostos 
à fumaça de cigarro foram subdivididos e submetidos ou não ao protocolo de 
treinamento físico aeróbio na esteira 5x/semana/60minutos/sessão/12 semanas. Após 
este período, foi avaliada a função pulmonar e após a eutanásia foi coletado o fluido 
do lavado broncoalveolar (BALF) para contagem total e diferencial de células. Os 
pulmões foram submetidos às técnicas habituais histológicas com parafina e 
coloração Hematoxilina e Eosina, para avaliação do diâmetro alveolar (Lm). Foram 
analisadas as citocinas IL-17 e IFN- γ no BALF. Resultados: O tempo do teste de 
grade e a massa corpórea foram menores nos animais KD (p<0,01) em relação aos 
WT. A exposição à fumaça de cigarro reduziu a massa corpórea nos WT (p<0,05) e 
nos KD (p<0,001). Animais WT e KD expostos ao cigarro apresentaram aumento do 
diâmetro alveolar (p<0,001) e do número de células totais (p<0,05) e de macrófagos 
(p<0,05) em relação aos respectivos controles. Os animais KD expostos ao cigarro 
apresentaram aumento de neutrófilos (p<0,01) e linfócitos (p<0,01) e redução de 
elastância tecidual (p<0,01). Os animais KD apresentaram redução dos níveis de IFN- 
γ no BALF (p<0,05) em relação aos grupos WT. Os animais KD expostos à fumaça de 
cigarro e submetidos ao treinamento físico apresentaram menor velocidade, tempo e 
distância percorrida em relação aos WT (p<0,001), entretanto ambos os grupos (KD 
e WT) aumentaram estes parâmetros quando comparado os valores finais com iniciais 
(p<0,01). Nos animais expostos ao fumo, o treinamento físico reduziu o diâmetro 
alveolar nos animais WT (p<0,05), não tendo efeito nos animais KD. Em relação às 
células inflamatórias, o treinamento físico aumentou o número de células totais e de 
macrófagos somente nos animais WT (p<0,01), não tendo efeito nos KD. Ainda o 
treinamento físico em animais KD aumentou o número de neutrófilos (p<0,05). O 
treinamento físico aumentou a elastância tecidual tanto nos animais WT quanto KD 
expostos ao cigarro (p<0,05). Conclusão: Em conjunto, nossos dados sugerem que 
o sistema colinérgico anti-inflamatório está envolvido no controle da resposta 
inflamatória pulmonar em modelo de doença pulmonar obstrutiva crônica induzida por 
exposição à fumaça de cigarro, e os efeitos benéficos do treinamento físico, pelo 
menos em parte, dependem do sistema colinérgico íntegro.  
DESCRITORES 






Rationale: Pulmonar emphysema is a disease with high incidence, morbidity and 
mortality and is associated with exposure to cigarette smoke. It is characterized by 
lung inflammation and loss of function. Acetylcholine (ACh), whose release is related 
to ACh vesicular transporter levels (VAChT), is the main mediator of the anti-
inflammatory cholinergic system, and modulates pulmonary inflammation. Aerobic 
physical exercise has an important anti-inflammatory effect and improves the quality 
of life of patients with pulmonary emphysema. Aims: 1. Elucidate if the reduction of 
VAChT interferes in the development of emphysema; 2. Elucidate whether VAChT 
reduction interferes with the beneficial effects of aerobic exercise in this model. 
Methods: Male transgenic mice with partial reduction of VAChT (KD) and wild-type 
(WT) (6-8 weeks) were submitted to the exposure protocol of cigarette smoke 
(2x/day5x/week/12weeks). The groups exposed to cigarette smoke were subdivided 
and submitted or not to the aerobic physical training protocol on the treadmill 
5x/week/60minutes/session/12 weeks. After that, lung function was evaluated and, 
after euthanasia, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected for total and 
differential cell counts. The lungs were submitted to the usual histological techniques 
with paraffin and Hematoxylin and Eosin staining, to evaluate the alveolar diameter 
(Lm). IL-17 and IFN-γ cytokines were analyzed in BALF. Results: The time of wire-
hang test and the body mass were lower in KD (p<0.01). Cigarette smoke reduced 
body mass in both WT (p<0.05) and KD (p<0.001), increased alveolar diameter 
(p<0.001) and the number of macrophages (p<0.05) compared with their respective 
controls. Cigarette smoke in KD mice increased neutrophils and lymphocytes (p<0.01) 
in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and reduced the tissue elastance (p<0.01). KD 
mice showed reduced levels of IFN-γ in BALF (p<0.05) compared with WT mice. At 
the end of protocol, both trained groups had a better performance in final physical test 
(final x initial,p<0.01). In WT exposed to cigarette smoke, the exercise training reduced 
emphysema (p<0.05), however this effect was not observed in KD mice also exposed 
to cigarette smoke. The exercise training increased macrophages in WT mice (p<0.01) 
however it increased neutrophils (p<0.05) in KD animals. Exercise training increased 
tissue elastance in both WT and KD animals exposed to cigarette smoke (p<0.05). 
Conclusion: Our data suggest that the anti-inflammatory cholinergic system is 
involved in the control of lung inflammation in mice with emphysema. The beneficial 
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1. Revisão da literatura 
 
Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica 
A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é caracterizada pela presença 
de obstrução ao fluxo aéreo, progressiva, não totalmente reversível, secundária à 
bronquite crônica, ao enfisema pulmonar ou a ambos (GOLD, 2017). O enfisema 
pulmonar é considerado uma anormalidade anátomo-patológica associada à DPOC 
que resulta em um alargamento anormal, permanente dos espaços aéreos distais ao 
bronquíolo terminal, acompanhado de destruição de suas paredes, sem fibrose óbvia 
e que limita progressivamente o fluxo aéreo pulmonar (GOLD, 2017). Esta condição 
está associada a uma resposta inflamatória anormal dos pulmões às partículas 
nocivas de gases (principalmente partículas presentes na fumaça de cigarro) 
(WARBURTON et. al., 2006 e CHEN et. al., 2008).  
O tabagismo é o principal fator de risco para o desenvolvimento da DPOC, 
causando cerca de 85% dos casos da doença (DATASUS, 2014). Ainda, segundo o 
Center for Disease Control and Prevention (CDC, 2014), em média, a cada 10 mortes 
por DPOC, 8 estão relacionadas ao hábito de fumar. Atualmente, a DPOC acomete 
11,7% da população mundial (ADELOYDE et al., 2015) e segundo o II Consenso 
Brasileiro Sobre Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (2004), estima-se que 
aproximadamente 5 milhões de brasileiros, acima de 40 anos, são portadores da 
doença. No sistema público de saúde, a DPOC gerou, em 2003, 196.698 internações 
e custo de 72 milhões de reais (II Consenso Brasileiro Sobre Doença Pulmonar 
Obstrutiva Crônica, 2004). Em 2011, o custo com enfermidades relacionadas ao 
tabagismo para o sistema de saúde brasileiro foi de aproximadamente 23 milhões 
(PINTO et al., 2015). 
O enfisema pulmonar é causado normalmente por estresse oxidativo e/ou 
desequilíbrio entre as proteases e as antiproteases (principalmente elastase 
neutrofílica e alfa-1 antitripsina, respectivamente) (GOLD 2017) que pode ser causado 




genética associada a outros fatores de exposição que não a fumaça de cigarro é 
responsável por apenas 10% dos casos de enfisema pulmonar (TEE, 2017).  
Após a exposição à fumaça de cigarro, por minutos ou horas, ocorre inflamação 
das vias aéreas tanto em humanos (MACNEE et al., 1989) quanto em roedores 
(YOSHIDA et al., 2010). Fisiologicamente, ocorre rompimento da barreira 
microvascular alveolar e recrutamento imediato de células inflamatórias para o pulmão 
(PRESSON et al., 2011; SCHWEITZER et al., 2011). Oxidantes presentes no cigarro 
desencadeiam respostas inflamatórias agudas mediadas por NF-κB (RAHMAN et al., 
2006).  
O estresse oxidativo pode ser um importante mecanismo amplificador na 
DPOC. A fumaça de cigarro e outros particulados inalados levam a geração de óxido 
nítrico, que desencadeia a síntese de oxidantes e células inflamatórias, que são 
ativadas e liberadas, como macrófagos e neutrófilos. Como visto por Mac Nee et al. 
(1989), o aumento de neutrófilos sugere que as lesões que caracterizam o enfisema 
pulmonar podem ser resultado da destruição do tecido pulmonar por essas células 
inflamatórias que permanecem dentro dos microvasos pulmonares. Além disso, pode 
haver redução nos antioxidantes endógenos em pacientes com DPOC. O estresse 
oxidativo tem consequências adversas nos pulmões, incluindo ativação de genes 
inflamatórios, inativação de antiproteases, estimulação de secreção do muco, e 
estimulação do aumento da exsudação plasmática (GOLD, 2017). 
 A presença de um desequilíbrio das proteases derivadas de células 
inflamatórias que se encontram aumentadas nos pulmões de pacientes com DPOC, 
em relação às antiproteases que inibem a mesma, leva a destruição dos componentes 
do tecido conjuntivo. A destruição da elastina mediada pela protease, um componente 
importante do tecido conjuntivo no parênquima pulmonar, é uma característica 
importante do enfisema e possivelmente irreversível (GOLD, 2017). 
Uma cascata sequencial de reações que culminam na destruição de tecidos é 
induzida pela resposta inflamatória. Várias citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 
como o fator de necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-1β, proteína inflamatória de 
macrófagos (MIP)-2 e proteína quimiotática para monócitos (MCP)-1 e alguns dos 




(GM-CSF), estão envolvidos na fisiopatologia da DPOC e contribuem para a 
manutenção da inflamação (GOLD, 2017). 
Além de proteólise da matriz extracelular e elastólise pulmonar, outro 
mecanismo parece explicar a destruição alveolar presente no enfisema pulmonar, que 
seria a falha na manutenção das estruturas pulmonares, principalmente quando 
lesado o pulmão, desencadeando apoptose das células alveolares 
(TARASEVICIENE-STEWART et al., 2008; TUDER et al., 2001). Como visto por Tuder 
et al. (2003), essa falha está associada a variabilidade do organismo para manter a 
estrutura pulmonar e ser capaz de promover o reparo. Isso pode explicar o risco que 
20 a 25% dos fumantes têm de desenvolver DPOC e a divergência em relação a 
quadros clínicos, gravidade e progressão da doença apresentados pelos pacientes.  
A gradual e irreversível ruptura dos tecidos pulmonares leva a perda do 
recolhimento elástico pulmonar, sendo o aumento da complacência pulmonar a 
principal consequência fisiopatológica observada no enfisema. Essas alterações 
levam a uma progressiva incapacidade funcional nos indivíduos portadores de 
enfisema pulmonar, que sofrem com uma deficiência nas trocas gasosas por 
consequente aumento no espaço morto e uma redução na superfície alveolar de troca 
gasosa (FISHMAN, 2015). Como consequência da limitação do fluxo de ar e a baixa 
oxigenação, o paciente com DPOC sofre com a perda de capacidade física (VIDAL et 
al., 2012), o que faz com que a DPOC seja atualmente considerada uma doença 
sistêmica, em que a perda da capacidade física induz baixa mobilidade com 
consequente atrofia muscular perda de massa muscular, fraqueza e depressão 
associada a baixa estima. 
 
Figura 1. Comparação entre o alvéolo acometido pelo enfisema pulmonar e o alvéolo 




Mesmo cessado o uso de tabaco, a DPOC pode ainda progredir, devido às 
respostas inflamatórias crônicas (WILLEMSE et al., 2005), sugerindo que pode haver 
consolidação da doença em organismos geneticamente susceptíveis, mesmo após 
décadas da interrupção do tabagismo ativo. Essa alteração inflamatória está 
associada à ativação de NF-kB nos pulmões de roedores expostos à fumaça de 
cigarro, principalmente se associado o fumo ao envelhecimento (MORIYAMA et al., 
2009).  
Não existe tratamento ainda adequado a DPOC, particularmente aqueles que 
revertem a destruição do tecido pulmonar. O tratamento atualmente consiste na 
utilização de corticosteroides, com o intuito de conter a inflamação crônica, e o uso de 
broncodilatadores, anti-muscarínicos e metilxantinas, entre outros, que associado ao 
corticosteroide, melhoram a dispneia, as exacerbações e a intensidade das crises, a 




Segundo dados da Organização Mundial dessaúde (OMS), o sedentarismo já 
é o quarto maior fator de mortalidade no mundo. O sedentarismo aumenta a 
prevalência de doenças não-transmissíveis, como diabetes, doenças 
cardiovasculares e câncer, e afeta a saúde da população em geral como um todo. 
Como visto por Miller et al. (2013), além do tabagismo ser o principal fator de risco 
para o desenvolvimento de DPOC, a prevalência de diversas comorbidades como 
doença arterial coronariana, hipertensão, osteoporose e ansiedade, é maior em 
indivíduos fumantes comparado a indivíduos não fumantes. Ainda, a diabetes e 
doenças cardiovasculares aumentam a chance de mortalidade quando coexistentes a 
DPOC. Isso sugere que adicionado aos fatores de risco para desenvolver DPOC, o 
sedentarismo, a inflamação sistêmica, o envelhecimento acelerado e a dieta 
interferem no desenvolvimento dessas comorbidades, que pioram a gravidade da 
doença (DECRAMER et al., 2008). 
Pacientes com DPOC geralmente são mais inativos em relação a atividade 




níveis de atividade física desempenham papel fundamental no aparecimento de 
disfunção muscular e falta de condicionamento físico, e estão associados a piora da 
qualidade de vida, internação hospitalar, comorbidades, declínio da função pulmonar 
e mortalidade (VAES et al., 2014; GARCIA-AYMERICH et al., 2006). Como um ciclo, 
a inatividade prolongada dos indivíduos com DPOC causa exacerbações agudas da 
doença e essas exacerbações são um obstáculo para a prática de exercício. Dispneia 
e fadiga durante a realização do exercício físico estão associados a este 
comportamento inativo (THORPE et al., 2012). 
Considerando o treinamento aeróbio padrão-ouro para o tratamento não- 
farmacológico de pacientes com DPOC, Wada et al. (2016) avaliaram seus benefícios 
associados ao alongamento muscular respiratório em pacientes diagnosticados com 
DPOC moderada a grave. Este estudo sugere que um programa associando 
alongamento muscular respiratório e treinamento aeróbio reduz o esforço muscular 
respiratória durante o exercício e melhora os volumes e capacidades pulmonares. 
Além disso, foi evidenciado que o alongamento dos músculos respiratórios reduz a 
dispneia e melhora a capacidade de exercício funcional nesses pacientes. 
O exercício físico aeróbio promove a melhora na aptidão cardiorrespiratória, 
sendo fundamental ser inserido em um programa de reabilitação pulmonar no caso de 
pacientes com DPOC. O treinamento físico é capaz de reduzir sintomas de dispneia 
e fadiga, melhorar a aptidão física, reduzir sintomas de ansiedade e depressão e 
melhorar a qualidade de vida destes pacientes (SPRUIT et al., 2016).  
 Como observado por Henriques et al. (2016), o exercício aeróbio regular e 
moderado modulou a inflamação e o remodelamento muscular, melhorando assim a 
função pulmonar e reduzindo a área diastólica ventricular e a hipertensão arterial 
pulmonar quando comparado camundongos com enfisema (induzido por doses de 
elastase) sedentários e treinados. Desta maneira, evidenciou-se que o exercício 
aeróbico moderado tem efeitos benéficos sobre parâmetros morfofuncionais 
pulmonares e mediadores inflamatórios, bem como sobre a função cardiovascular em 
um modelo animal de enfisema. 
 O conhecimento dos mecanismos da dispneia de esforço na DPOC possibilita 




reduzem a condução neural inspiratória aumentada, como o treinamento físico, podem 
melhorar a dispneia durante a atividade física nestes pacientes (O’DONNELL, 2017).  
 Relacionando o exercício físico ao cigarro, o treinamento físico aeróbio de 
intensidade moderada reduz o estresse oxidativo e protege contra o desenvolvimento 
do enfisema induzido pela exposição à fumaça de cigarro em camundongos, 
sugerindo que o treinamento aeróbio tem efeito protetor sobre o desequilíbrio de 
oxidantes e antioxidantes envolvidos na patogênese da DPOC induzida pela fumaça 
do cigarro (TOLEDO et al, 2012). Além disso, na literatura há poucos estudos que 
avaliam os efeitos combinados do treinamento físico e do fumo, particularmente no 
que se refere aos mecanismos envolvidos. 
 
 
Sistema Colinérgico Anti-inflamatório 
A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor mais abundante no sistema nervoso 
autônomo. A ACh é sintetizada nos terminais axonais a partir de uma colina e 
acetilcoenzima A (Acetil-CoA) pela ação da colina acetiltranferase (ChAT). Ela é 
liberada por exocitose sendo a estocagem dependente do transportador vesicular de 
acetilcolina (VAChT). Quando liberada na fenda sináptica a ACh se liga a receptores 
nicotínicos e muscarínicos, após se desassociar desses receptores o 
neurotransmissor é hidrolisado por acetilcolinesterase e se divide em acetato e colina, 
a colina é recaptada pelo transportador de colina de alta afinidade (CHT1) para a 
síntese de novas moléculas de ACh (DE CASTRO et al., 2009). Já foi demonstrado 
que a quantidade de ACh liberada na fenda é totalmente dependente dos níveis de 
VAChT (LIMA et al., 2010). 
A ação da ACh ao chegar na fenda sináptica é ambígua, pelo fato da ACh 
interagir com os dois diferentes receptores, onde, ao menos no pulmão, os receptores 
muscarínicos são de ação pró-inflamatórios e os nicotínicos anti-inflamatórios. O 
sistema colinérgico anti-inflamatório foi descrito nos últimos vinte anos e é composto 
pelo nervo vago aferente, o neurotransmissor ACh e a subunidade do receptor 
nicotínico de acetilcolina (nAChR) (ROSAS-BALLINA e TRACEY, 2009) que controla 





Figura 2. Ilustração representando a ação ambígua da ACh no pulmão (adaptada de 
TARASEVICIENE-STEWART et al., 2008). 
Nosso grupo demonstrou previamente que a redução colinérgica por meio da 
depleção parcial de VAChT induz a inflamação pulmonar, aumenta as citocinas e 
remodelamento brônquico (PINHEIRO et al., 2015), sugerindo que animais com 
diminuição da função do sistema colinérgico anti-inflamatório tenham um aumento no 
processo inflamatório. Ainda, estudos anteriores mostram que o uso da nicotina, um 
agonista do α7nAChR – receptor nicotínico presente em macrófagos e outras células 
do sistema imune - possui um efeito anti-inflamatório em diversos modelos de 
inflamação (MISHRA et al., 2008, PINHEIRO et al., 2017).  
Oke e Tracey (2009) sugerem em uma relevante revisão que o sistema 
colinérgico anti-inflamatório pode estar envolvido como mecanismo anti-inflamatório 
em diversas terapias não medicamentosas incluindo o exercício físico. Ainda os 
autores observaram que o exercício físico aumenta a atividade vagal, o que liberaria 
acetilcolina, que poderia ter um efeito anti-inflamatório.  
O benefício do exercício físico aeróbio no modelo de enfisema pulmonar já foi 
previamente estudado (TOLEDO-ARRUDA, 2012; TOLEDO-ARRUDA 2017), 
entretanto os mecanismos envolvidos não foram totalmente esclarecidos. Neste 
sentido, nossa hipótese é que o treinamento físico dependa do sistema colinérgico 






2. Aspectos relevantes da proposta/Justificativa 
 
Apesar do avanço da medicina, não existe tratamento que reverta o enfisema 
pulmonar. Sabe-se que o enfisema pulmonar acomete de 15% a 25% dos fumantes e 
gera altos custos ao Sistema único de Saúde, além de alta mortalidade e morbidade. 
A principal contribuição científica deste projeto será a avaliação de mecanismos 
envolvidos no potencial anti-inflamatório do exercício físico aeróbio em animais com 
enfisema pulmonar por exposição à fumaça de cigarro. Este tema tem relevância 
clínica uma vez que a DPOC é uma doença que não tem cura e que o exercício físico 
tem grande benefício nestes pacientes melhorando a qualidade de vida e a 
progressão do enfisema. Desta forma, entender os mecanismos de seus efeitos anti-
inflamatórios é de grande relevância clínica. Além disso, será ainda avaliado se a 
deficiência colinérgica interfere no desenvolvimento da DPOC.  
Os efeitos do sistema colinérgico anti-inflamatório no pulmão e em doenças 
pulmonares é uma das linhas de pesquisa de nosso laboratório. Nosso grupo 
demonstrou recentemente que o sistema colinérgico anti-inflamatório induz 
inflamação pulmonar e, portanto, esta via pode estar envolvida nos efeitos benéficos 
do exercício físico em modelo de enfisema pulmonar. Com o melhor entendimento de 







1. Elucidar se a redução de VAChT e da liberação de ACh interfere no 
desenvolvimento do enfisema;  
2. Elucidar se a redução de VAChT interfere nos efeitos benéficos do exercício 







Avaliar em animais wild-type (WT) e com deficiência para VAChT (KD):  
 Perfil inflamatório;  
 Destruição alveolar;  
 Remodelamento brônquico;  




Nossa hipótese é de que animais com deficiência colinérgica apresentem piora 
da resposta inflamatória e do enfisema pulmonar. Ainda, acreditamos que os animais 
submetidos ao exercício físico regular aeróbio apresentem uma redução da 
inflamação pulmonar comparado aos animais sedentários e que o exercício físico não 
tenha o mesmo efeito nos animais com deficiência colinérgica.  
 





Foram utilizados tecidos de camundongos VAChT machos fornecidos pelo 
Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, com peso 
médio de 20g, e idade aproximada de 6-8 semanas que foram eutanasiados no LIM 
20 da FMUSP com quem possuímos colaboração. Para este estudo, foram utilizados 
6 animais por grupo, totalizando 36 camundongos.  
Esta linhagem de camundongos geneticamente modificados apresenta 




animais knockdown. Para este resultado, três gerações primeiramente da linhagem 
C57BL/6 foram retrocruzadas e originadas pela segmentação 5UTR do gene VAChT 
por recombinação homóloga em fundo misto. Foram então preservados em 
heterozigose e acasalados de acordo com a necessidade, gerando animais 
homozigotos e selvagens. Para identificação, os animais foram submetidos à 
genotipagem, seguindo a metodologia de Prado et al. (2006). Os animais KD 
(homozigotos) apresentam redução em aproximadamente 70% dos níveis de VAChT 
e consequente redução da liberação de acetilcolina. Este modelo experimental foi 
desenvolvido pela equipe do Profº Dr. Marco Antônio M. Prado, na Universidade 
Federal de Minas Gerais (UFMG). 
 
Grupos experimentais:   







Grupo Controle WT  
(WT-Controle) 
WT - - 
Grupo Controle KD  
(KD-Controle) 
KD - - 
Grupo Fumo WT  
(WT-Fumo) 
WT X - 
Grupo Fumo KD  
(KD-Fumo) 
KD X - 
Grupo Fumo Exercício WT 
(WT-Fumo+Exercício) 
WT X X 
Grupo Fumo Exercício KD 
(KD-Fumo+Exercício) 
KD X X 
 






2. Considerações Éticas e Legais 
 
Este estudo se dá em conformidade com as Diretrizes Regulamentadoras de 
Pesquisas envolvendo animais conforme a LEI No 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 
2008, que normatiza os procedimentos para uso científico de animais, e segundo as 
normativas do CONCEA para produção, manutenção ou utilização de animais em 
atividades de ensino ou pesquisa científica (3ªedição), publicado em setembro de 
2016. 
Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP) sob nº 079/17, onde foi realizada a parte 
experimental, e aprovado também pelo CEUA da UNIFESP, instituição do TCC, onde 
foram realizadas as demais análises, sob nº 9244050418. 
 
3.  Materiais 
 
 Câmara de inalação de 28 litros (L) (aproximadamente 40x27 cm na base, com 
altura de 26 cm) com duas entradas de ar: uma para ar sintético e outra para 
fumaça de cigarro, e na parte superior desta câmara uma saída ventilatória 
para homogeneização do ar. 
 Central de inclusão (modelo EG1150H, marca Leica®, Alemanha) 
 Centrífuga (modelo Universal 320 R, marca Hettich Instruments®, Alemanha). 
 Esteira ergométrica adaptada para camundongos (modelo KT 400, marca 
Ibramed®, Brasil). 
 Kit de ELISA DuoSet® (marca R&DSystems®, EUA) 
 Microscópio óptico Nikon (modelo ECLIPSE E200 MV Series, marca 
Nikon®,Japão). 
 Micrótomo rotativo (modelo RM2245, marca Leica®, Alemanha) 
 Placa de resfriamento (modelo EG150C, marca Leica®, Alemanha) 







4. Procedimentos experimentais 
 
Teste do Tempo de Grade (Wire-Hang Test)  
Com o objetivo de confirmar o fenótipo dos animais geneticamente modificados, 
foi realizado o teste de tempo de grade, uma vez que estes animais KD sabidamente 
têm redução da força motora e que, portanto, conseguem se sustentar um menor 
tempo. Para tanto, os animais foram colocados na grade da parte superior de suas 
gaiolas que foi invertida lentamente (PINHEIRO et al., 2015) e o tempo cronometrado. 
 
Protocolo de exposição à fumaça de cigarro 
Animais KD e WT foram submetidos ao Protocolo de exposição ao cigarro; 2 
vezes por dia, 5 dias por semana, durante 12 semanas. Os animais controles foram 
expostos ao ambiente. 
As exposições foram realizadas em uma câmara de inalação de 28 litros (L) 
(aproximadamente 40x27 cm na base, com altura de 26 cm) com duas entradas de 
ar: uma para ar sintético e outra para fumaça de cigarro, e na parte superior desta 
câmara uma saída ventilatória para homogeneização do ar. Eram utilizados 16 
cigarros a cada exposição.  
O fluxo de ar sintético foi controlado por um fluxômetro conectado a um torpedo 
de ar comprimido e foi mantido em 2 L/min. A outra entrada de ar recebeu uma mistura 
de ar sintético e fumaça de cigarro, que foi aspirada por um sistema Venturi conectado 
ao cigarro aceso. O fluxo laminar de ar sintético passava por uma região de menor 
diâmetro, desta forma, houve uma aceleração do fluxo e consequente redução da 
pressão neste ponto (efeito Venturi), permitindo a aspiração da fumaça do cigarro. A 
redução na pressão que ocorreu no ponto de redução do diâmetro do tubo foi 
dependente do fluxo de ar que foi mantido constante em 1,5 L/min, o que produziu 
níveis de monóxido de carbono (CO) com variação de 250 a 350 partes por milhão 




          
Figura 3. Esquema ilustrativo da câmara de exposição à fumaça de cigarro (BISELLI 
et al., 2008). 
  
Protocolo de Treinamento Físico Aeróbio 
O treinamento físico aeróbio foi realizado em esteira ergométrica adaptada para 
camundongos (modelo KT 400, marca Ibramed®, RS, Brasil) seguindo protocolo 
previamente descrito (Toledo et al, 2012). A intensidade utilizada para o treinamento 
foi moderada, calculada em 50% a partir da velocidade máxima atingida no teste físico, 
e com inclinação em 25%. O treinamento foi realizado cinco vezes por semana, 60 
minutos por sessão, durante os três meses de experimentação. 
Para avaliar a eficácia do treinamento físico, analisamos o tempo, a velocidade 
e a distância percorrida.  
 
Coleta do Fluído do Lavado Broncoalveolar (BALF) e contagem diferencial de 
células no BALF 
Foi realizada por meio da infusão de 0,5 ml de salina por 3X consecutivas (total 
volume 1,5mL), pela cânula traqueal, com o uso de uma seringa. O volume recuperado 
foi centrifugado a 1000 rpm, a 5ºC, por 10 min. O botão celular foi ressuspendido em 
200 µl de salina. A contagem total de hemocitômetro de Neubauer (400x) (PINHEIRO 
et al., 2017). 
Para a contagem de células diferencial, 100 µL foram citocentrifugados a 450 
rpm por 6 minutos e após seca a lâmina foi corada pela técnica de Diff-Quick. A 




300 leucócitos/lâmina e a diferenciação seguiu os critérios hemocitológicos para 
diferenciação de neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e macrófagos com o auxílio de um 




Os pulmões foram fixados em solução de formaldeído a 4% por 24 horas com 
pressão constante de 20cmH2O e posteriormente foram transferidos para uma 
solução de etanol 70%. O material foi então submetido às técnicas histológicas 
habituais com parafina, para obtenção de cortes de 4 µm de espessura que foram 
submetidos à seguinte coloração:  
Hematoxilina e Eosina: Esta coloração foi utilizada para avaliação índice de diâmetro 
alveolar (Lm), onde o tecido foi analisado por meio de um microscópio óptico (ECLIPSE 
E200, Nikon) com um auxílio de um retículo de 100 pontos e 50 retas, em um aumento 
de 1000x. Foram analisados 10 campos de tecido pulmonar por lâmina.  
 
Análise de citocinas no fluído do lavado broncoalveolar 
Os níveis de IL-17 e IFN-gama foram quantificados no fluido do BALF por ELISA, 
seguindo as instruções do fabricante (Kit DuoSet®, marca R&DSystems®, EUA). Os 
resultados foram apresentados em pg de citocinas/pg de proteína total.  
 
5. Análise dos Dados 
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o 
programa SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA). Os dados foram submetidos 
ao teste de normalidade e após foram analisados utilizando Two Way ANOVA, onde 
primeiramente foi avaliado o efeito da redução de VAChT na exposição à fumaça de 
cigarro e posteriormente o efeito do exercício e da redução de VAChT somente em 
animais expostos à fumaça de cigarro. Foi considerado estatisticamente significativo 






Efeito da redução de VAChT no enfisema pulmonar induzido por exposição à 
fumaça de cigarro 
 
Massa corpórea e tempo do teste de grade (Wire-Hang Test)  
 
 Os animais KD apresentaram menor massa corpórea (em gramas) em relação 
aos animais WT (p<0,01), independente da exposição à fumaça de cigarro. A 
exposição à fumaça de cigarro por sua vez reduziu a massa corpórea nos WT (p<0,05) 
e foi capaz de reduzir ainda nos KD (p<0,001) quando estes grupos foram comparados 
aos seus respectivos controles não fumantes (Figura 4A).  
Em relação ao tempo do teste de grade (Figura 4B), medido em segundos, os 
animais com redução de VAChT apresentaram menor tempo de sustentação na grade 




Figura 4. Efeito da exposição à fumaça do cigarro na massa corpórea e tempo de grade 
em animais com deficiência colinérgica. Média e erro padrão da massa corpórea em 
gramas (A) e tempo de sustentação de grade em segundos (B) obtidos nos animais no dia da 
eutanásia. O teste de sustentação na grade é realizado com os animais colocados na grade 
da parte superior da gaiola que é invertida lentamente e o tempo cronometrado.  *p<0,001; ** 




Massa do Baço 
 
 A massa do baço dos animais está apresentada como a massa do baço em 
relação a massa corpórea total do animal em porcentagem. Os resultados obtidos 
demonstram que não houve diferença significativa entre os grupos experimentais, 
como pode ser observado na Figura 5.  
 
 
Figura 5. Efeito da exposição à fumaça do cigarro na massa do baço em animais com 
deficiência colinérgica. Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais. 
 
Diâmetro alveolar (Lm)  
 
Na figura 6, podemos observar os resultados do diâmetro alveolar (Lm). Os 
animais expostos a fumaça de cigarro apresentaram aumento do diâmetro alveolar 
(p<0,001) quando comparados aos grupos que não fumaram, independente de serem 
animais WT ou KD (p<0,001), como visto na figura 6A. Nas imagens microscópicas 
do pulmão, observa-se que os grupos controle WT (6B) e KD (6C) apresentaram maior 
integridade dos septos alveolares quando comparados aos seus respectivos grupos 
expostos à fumaça de cigarro (6D) e (6E), que apresentaram destruição desses 






































Figura 6. Efeito da exposição à fumaça do cigarro no diâmetro alveolar em animais com 
deficiência colinérgica. Média e erro padrão dos valores de diâmetro alveolar (Lm). Para 
tanto, os cortes histológicos foram corados com hematoxilina&eosina, e o diâmetro alveolar 
médio foi obtido por meio da técnica morfométrica de contagem de pontos e retas no aumento 
de 40x (6A) *p<0,001. Nas imagens microscópicas do pulmão, dispõem-se os grupos WT-




 Na mecânica ventilatória (Figura 7), não houve diferença significativa entre os 
grupos em relação a resistência do sistema respiratório (Rrs), elastância do sistema 
respiratório (Ers), resistência de vias aéreas (Raw) e resistência do tecido (Gtis). 




redução da elastância tecidual (Htis) quando comparados com os animais KD que não 
foram expostos a fumaça de cigarro (KD-Controle) (p<0,01). 
 
Figura 7. Efeito da exposição à fumaça do cigarro na função pulmonar em animais com 
deficiência colinérgica. Média e erro padrão dos valores de resistênciado sistema 
respiratório (Rrs) (A), elastância do sistema respiratório (Ers) (B), resistência de vias aéreas 
(Raw) (C), resistência do tecido (Gtis) (D) e elastância do tecido pulmonar (Htis) (E) coletados 
no dia da eutanásia. Para tanto animais anestesiados e curarizados foram conectados ao 




Citocinas no Lavado Broncoalveolar 
 
No lavado broncoalveolar, as citocinas avaliadas foram INF- γ e IL-17 (Figura 
8). Quando comparados os animais controle, WT e KD, os animais KD apresentam 
menores níveis de citocinas INF-γ (p<0,05) em relação aos WT, independente de 
serem ou não expostos à fumaça de cigarro (p<0,01) (A). Em relação aos níveis da 
citocina IL-17, não houve diferença significativa entre os grupos experimentais (B). 
Figura 8.  Efeito da exposição à fumaça do cigarro nos níveis de citocinas no lavado 
broncoalveolar (BALF) - INF- γ e IL-17 em animais com deficiência colinérgica. Média e 
erro padrão dos níveis de citocinas INF- γ (A) e IL-17 (B) detectadas por ELISA no lavado 
broncoalveolar, em pg/mL de fluído do BALF. **p<0,01; e #p<0,05. 
 
Inflamação no Lavado Broncoalveolar 
 
O efeito da exposição à fumaça de cigarro pode ser notado em relação às 
células totais no lavado broncoalveolar (BALF) (Figura 9). Quando comparado os 
grupos controle e fumo WT, o grupo fumo apresentou aumento do número de células 
totais (p<0,05) (A); o mesmo ocorreu comparando os grupos controle e fumo KD, o 
grupo fumo apresentou maior número de células totais no BALF (p<0,01). 
 Considerando o diferencial celular, em relação ao número de macrófagos, o 
efeito do fumo também foi demonstrado (B). Os grupos fumo apresentaram maior 
número de macrófagos quando comparados aos seus respectivos controles, WT 
(p<0,05) e KD (p<0,01). Comparando os animais expostos à fumaça de cigarro, 


















































































colinérgica (p<0,05) em relação àqueles expostos à fumaça de cigarro que eram 
selvagens (WT). Ainda o número de linfócitos (D) foi maior nos animais KD-Fumo em 
relação ao seu controle KD-Controle, sendo que este efeito não foi observado nos 
animais WT (p<0,01). Quanto aos eosinófilos (E), não foram encontrados nesses 
modelos experimentais e não houve diferença significativa entre os grupos. 
 
Figura 9. Efeito da exposição à fumaça do cigarro nas células inflamatórias no Lavado 
Broncoalveolar (BALF) em animais com deficiência colinérgica. Média e erro padrão dos 
valores de células totais (A), macrófagos (B), neutrófilos (C), linfócitos (D) e eosinófilos (E) 




Efeito do treinamento físico no desenvolvimento do enfisema pulmonar 
induzido por exposição à fumaça de cigarro: efeito da redução de VAChT  
 
Distância, velocidade e tempo  
 
A distância (10A), a velocidade (10B) e o tempo (10C) aumentaram 
significativamente no teste final em relação ao teste inicial em todos os animias 
treinados, tanto nos animais WT (p<0,01) quanto nos animais KD (p<0,001).  
Além disso, comparando cada um desses parâmetros (distância, velocidade e 
tempo) no teste inicial os animais WT apresentaram maior distância, velocidade e 
tempo em relação aos animais KD (p<0,001). O mesmo ocorreu quando estes 
parâmetros foram comparados no teste final, os animais WT apresentaram resultados 
maiores do que os KD (p<0,001).      
 
Figura 10. Efeito do treinamento físico em animais wild-type e com redução de VAChT 
expostos à fumaça de cigarro. Média e erro padrão dos valores de distância em Km (A), 
velocidade em Km/h (B) e tempo (h) (C) avaliados no início do protocolo e na última semana. 
O teste consiste em colocar os animais para realizar exercício físico aeróbio em uma esteira 
ergométrica adaptada para camundongos e utilizar 50% da velocidade máxima atingida, com 
inclinação de 25%. Para o treinamento físico, os animais foram colocados na esteira 
5x/semana por 60 minutos durante 3 meses. *p<0,001 comparado ao grupo KD-
Fumo+Exercício nos respectivos tempos. **p<0,01, &=p<0,001 comparado aos valores iniciais 





Massa corpórea e tempo de grade  
 
Animais sedentários KD-fumo apresentaram redução da massa corpórea em 
relação ao grupo WT-Fumo sedentário (p<0,01) (Figura 11A). Em relação ao 
treinamento físico, não houve diferença significativa entre os grupos WT-
Fumo+exercício e KD-Fumo+exercício, sugerindo que o treinamento físico reverteu a 
redução de massa copórea observada em animais KD. 
 Em relação ao tempo do teste de grade (Figura 11B), animais KD apresentaram 
menor tempo de sustentação na grade em relação aos WT (p<0,001), independente 
de serem sedentários ou treinados. 
 
 
Figura 11. Efeito do treinamento físico na massa corpórea e teste da grade em animais 
wild-type e com redução de VAChT expostos à fumaça de cigarro. Média e erro padrão 
dos valores de massa corpórea (g) (A) e tempo de sustentação na grade (s) (B) obtidos nos 
animais no dia da eutanásia. O teste de sustentação na grade é realizado com os animais 
colocados na grade da parte superior da gaiola que é invertida lentamente e o tempo 









Para obter a massa do baço dos animais, fizemos a massa do baço em 
porcentagem em relação a massa corpórea total, em gramas (Figura 12). Animais KD-
Fumo sedentários apresentaram aumento na massa do baço quando comparados aos 
animais WT-Fumo sedentários (p<0,05). O treinamento físico não induziu alterações 
neste parâmetro em animais WT, entretanto reduziu a massa do baço em animais KD-
fumo+exercício em relação aos KD-Fumo e WT-Fumo+exercício (p<0,01). 
 
Figura 12. Efeito do treinamento físico na massa do baço em animais wild-type e com 
redução de VAChT expostos à fumaça de cigarro. Valores de média e erro padrão da 
massa do baço em relação a massa corporal expressos em porcentagem. *p<0,001; **p<0,01; 
e #p<0,05. 
 
Diâmetro alveolar (Lm) 
 
Com relação ao diâmetro alveolar, o treinamento físico reduziu o diâmetro 
alveolar nos animais WT-Fumo+exercício em relação ao WT-Fumo sedentário 
(P<0,05). Este efeito não foi observado nos animais com deficiência colinérgica, 
demonstrando que o treinamento físico não teve efeito nos animais KD (figura 13A). 
Por meio de imagens de lâminas histológicas desses animais, observa-se que o fumo 
em animais sedentários (13B e 13C) provocou destruição dos septos alveolares, mas 
o exercício só foi efetivo nos animais WT (13D), impedindo a progressão da destruição 














































Figura 13. Efeito do treinamento físico no diâmetro alveolar em animais wild-
type e com redução de VAChT expostos à fumaça de cigarro. Média e erro padrão 
dos valores de diâmetro alveolar (Lm). Para tanto, cortes histológicos foram corados 
com hematoxilina&eosina, e o diâmetro alveolar médio foi obtido por meio da técnica 
morfométrica de contagem de pontos e retas, no aumento de 40x (13A). #p<0,05. Nas 
imagens microscópicas do pulmão: grupo WT-Fumo (13B), KD-Fumo (13C), WT-




Na mecânica ventilatória (Figura 14), não houve diferença significativa entre os 
grupos em relação a Rrs (A), Ers (B), Raw (C) e Gtis (D). Contudo, ao avaliarmos a 
elastância tecidual (Htis) (E) corrigida pela massa corpórea dos animais, o treinamento 
físico aumentou o Htis tanto em animais WT-Fumo+exercício quanto KD-





Figura 14. Efeito do treinamento físico na função pulmonar em animais wild-type 
e com redução de VAChT expostos à fumaça de cigarro. Média e erro padrão dos 
valores de resistência do sistema respiratório (Rrs) (A), elastância do sistema 
respiratório (Ers) (B), resistência de vias aéreas (Raw) (C), resistência do tecido (Gtis) 
(D) e elastância do tecido pulmonar (Htis) (E) coletados no dia da eutanásia. Para 
tanto animais anestesiados e curarizados foram conectados ao Flexivent, um 






Inflamação no Lavado Broncoalveolar 
 
Em relação ao lavado broncoalveolar (BALF), o número de células total (figura 
15A) foi maior nos animais WT-Fumo+exercício quando comparados aos animais WT-
Fumo sedentário (p<0,01). O mesmo ocorreu quanto ao número de macrófagos (15B) 
presentes no BALF, onde o grupo WT-Fumo+Exercício apresentou valores maiores 
de macrófagos quando comparado ao grupo WT-Fumo sedentário (p<0,01). Não 
foram observados efeitos do treinamento físico nos animais KD em relação a células 
totais e macrófagos.  
Ao analisarmos o número de neutrófilos (15C), observamos que houve 
aumento significativo no grupo KD-Fumo+exercício (p<0,01) em relação aos animais 
KD-Fumo sedentários e WT-Fumo+exercício (p<0,05). O número de linfócitos (15D) 
não apresentou diferença significativa entre os grupos e nos grupos estudados não 





Figura 15. Efeito do treinamento físico no Lavado Broncoalveolar (BALF) em animais 
wild-type e com redução de VAChT expostos à fumaça de cigarro.  Média e erro padrão 
dos valores de células totais (A), macrófagos (B), neutrófilos (C), linfócitos (D) e eosinófilos 







No presente estudo buscamos avaliar a participação do sistema colinérgico 
anti-inflamatório no desenvolvimento do enfisema pulmonar induzido pela exposição 
à fumaça do cigarro e se os efeitos do exercício físico aeróbio regular dependem do 
sistema colinérgico anti-inflamatório. Nossos resultados demonstraram que a redução 
de VAChT, que está associada a redução da liberação de ACh, piora alguns aspectos 
da resposta inflamatória pulmonar em modelo de enfisema pulmonar pela exposição 
à fumaça de cigarro, e animais KD estariam mais susceptíveis aos efeitos da fumaça 
de cigarro na função pulmonar. Além disso, demonstramos que o efeito do exercício 
físico nos animais KD foi prejudicado, e não apresentou os mesmos efeitos benéficos 
de impedir o desenvolvimento do enfisema que é observado em animais WT.  
O enfisema pulmonar é uma doença progressiva e não completamente 
reversível caracterizada por inflamação, destruição do parênquima e remodelamento 
pulmonar, levando ao alargamento anormal do pulmão e limitação do fluxo aéreo. A 
DPOC é a quarta maior causa de mortalidade no mundo (GOLD, 2017). Desta 
maneira, entender quais os mecanismos envolvidos na doença, incluindo a 
inflamação, é de grande relevância clínica.  
A via colinérgica anti-inflamatória está envolvida na inflamação sistêmica, 
incluindo sua atuação no pulmão. O pulmão apresenta diferentes prolongamentos 
eferentes do nervo vago que inerva toda a condução das vias aéreas para controlar, 
tonificar e regular a permeabilidade das vias aéreas, a contração da musculatura lisa, 
além de modular a inflamação, como nos casos de DPOC (YAMADA et al., 2018). O 
sistema colinérgico atua no pulmão por meio da liberação de ACh, neuronal ou não-
neuronal. Sabe-se um dos tratamentos utilizados para melhorar a limitação de fluxo 
aéreo característica do enfisema pulmonar é antagonista de receptores muscarínicos 
que são utilizados como broncodilatadores (BUELS E FRYER, 2012). Por outro lado, 
segundo Galle-Treger et al. (2016), o receptor nicotínico de ACh α7 (α7nAChR) é um 
elemento chave da via colinérgica anti-inflamatória.  
Neste sentido, considerando o efeito antagônico da ACh no pulmão, estudos 
que avaliem os efeitos da liberação endógena da ACh são de extrema relevância. 




transportador de ACh que está intimamente ligado a liberação da ACh na fenda 
sináptica, apresentam maior inflamação pulmonar e piora da função pulmonar, 
sugerindo que o sistema colinérgico anti-inflamatório, que depende da liberação de 
ACh endógena, modula a inflamação pulmonar.  
Inicialmente, realizamos o tempo do teste de grade que confirmou o fenótipo 
dos animais com deficiência do transportador vesicular de ACh (VAChT), já que esses 
animais apresentam redução da força muscular devido a alteração no 
desenvolvimento na junção neuromuscular, como visto por de Castro et al. (2009). 
Para confirmar a eficácia do treinamento físico, analisamos a performance dos 
animais frente ao exercício, e os resultados mostraram que os parâmetros distância, 
velocidade e tempo foram maiores no teste final em relação ao teste inicial, tanto para 
os grupos WT quanto para os grupos KD. Esse resultado evidencia que os dois grupos 
foram condicionados. Entretanto, ao se comparar esses dois grupos, tanto no teste 
inicial e no teste final, os animais WT obtiveram melhores performances do que os 
animais KD. 
 Os grupos KD apresentaram menor massa corpórea em relação aos WT, o que 
talvez possa ser explicado pela atrofia muscular que os animais KD apresentam (DE 
CASTRO et al, 2009). Esta redução de massa e do tempo de grade já foram 
observados em trabalhos prévios (PINHEIRO et al., 2015). Além disso, a massa 
corpórea dos animais fumantes foi menor comparada aos animais controle, o que já 
era esperado, pois como visto por Bunney et al. (2017), o fumo tende a alterar o 
metabolismo e assim diminuir os índices de massa corpórea. Interessante que os 
animais KD+Fumo apresentaram ainda menores valores de massa corpórea em 
relação aos demais, sugerindo um efeito amplificado da exposição ao cigarro em 
animais KD. E interessante que o exercício físico mesmo nos animais KD foi capaz de 
impedir a perda de peso induzida pela exposição ao cigarro.  
O baço é um órgão linfóide bastante envolvido na resposta inflamatória e 
mediador do sistema colinérgico anti-inflamatório. Diversos estudos já demonstraram 
que o sistema colinérgico anti-inflamatório envolve a liberação de ACh não-neuronal 
por linfócitos T presente no baço (ROSAS-BALLINA et al., 2011). Além disso é um 




órgão (DINIZ et al, 2013). Entretanto, divergindo da literatura, a análise do efeito do 
fumo neste estudo não mostrou alterações da massa do órgão.  
O baço está incluso nos órgãos que podem sofrer alterações após o 
treinamento físico, provavelmente devido a adaptações desencadeadas pelo exercício 
(LANA et al., 2006). Lana et al. (2006) apontam que os resultados da massa do baço 
são bastante conflitantes e em seu estudo não encontraram diferença significativa na 
massa do baço entre os animais treinados e não treinados, o que está de acordo com 
nossos resultados onde não há diferença entre os grupos WT-Fumo e WT-
Fumo+Exercício. Ao comparar os grupos KD, a massa do baço foi significativamente 
menor nos animais KD-Fumo+Exercício. Uma possível explicação para esta redução 
está nos achados de Gollnick et al. (1967) que sugerem que a redução da massa do 
baço em animais treinados ocorre provavelmente por conta de um aumento da saída 
de sangue armazenado no interior do órgão. Interessante que este efeito só foi 
observado em animais treinados com deficiência colinérgica.  
O enfisema pulmonar provoca uma inflamação progressiva crônica no pulmão 
relacionada à reparação tecidual e à remodelação, que atua principalmente sobre a 
elastina, principal integrante das fibras elásticas (HAUTAMAKI, et al. 1997). O 
enfisema pulmonar é caracterizado pela destruição das paredes alveolares (GOLD, 
2017). Por meio da análise do diâmetro alveolar (Lm), nossos resultados mostraram 
que os animais expostos à fumaça de cigarro, comparados aos seus respectivos 
controles, apresentam maior Lm (p<0,001), independente da redução colinérgica, 
mostrando que o modelo utilizado foi efetivo no desenvolvimento do enfisema 
pulmonar. Esse resultado fundamenta-se na destruição do septo que leva ao aumento 
do diâmetro alveolar.  
Os pacientes com DPOC podem apresentar restrições ventilatórias e trocas 
gasosas anormais, aumentando o trabalho respiratório e levando a consequente 
diminuição da tolerância ao exercício físico e da qualidade de vida (SPRUIT et al., 
2013). Para o tratamento da DPOC, os objetivos devem ser minimizar os danos atuais, 
proporcionando qualidade de vida ao paciente e prevenir a progressão da doença 
(GOLD, 2017). Em uma revisão realizada por Spruit et al. (2013) para melhor 
prognóstico da doença, o treinamento físico é a melhor opção para a reabilitação 




benefícios como diminuição da dispnéia, aumento da tolerância oa exercício, melhora 
dos sintomas e da qualidade de vida em pacientes com DPOC . 
Neste sentido, observamos que o treinamento físico nos animais WT foi eficaz 
na redução do Lm, mostrando que ele é capaz de impedir o desenvolvimento do 
enfisema pulmonar quando os animais são expostos à fumaça de cigarro. Estes 
resultados já haviam sido observados por outros pesquisadores (TOLEDO-ARRUDA 
et al., 2017; BRANDÃO-RANGEL et al., 2017; TOLEDO et al., 2012). Considerando o 
efeito do treinamento físico nos animais KD, observamos que embora estes animais 
tenham sido condicionados, com aumento da distância percorrida, não houve efeito 
impedindo o desenvolvimento do enfisema pulmonar, sugerindo que pelo menos em 
parte, os efeitos benéficos do treinamento físico no desenvolvimento do enfisema 
dependam do sistema colinérgico integro. 
Pela análise da mecânica respiratória, observamos redução da elastância 
tecidual (Htis) somente em animais KD exposto à fumaça de cigarro, o que condiz 
com o quadro do enfisema onde o pulmão tem redução da capacidade de 
recolhimento elástico (FUSCO et al., 2002) com aumento da complacência pulmonar. 
Estes dados sugerem que os animais KD estão mais susceptíveis às repercussões 
funcionais induzidas pelo desenvolvimento do enfisema pulmonar frente a exposição 
à fumaça de cigarro utilizada no presente estudo, coerente com o efeito protetor do 
sistema colinérgico anti-inflamatório.  
Em relação aos animais que foram expostos ao cigarro e submetidos ao 
treinamento físico aeróbio, o exercício parece atuar sobre a progressão dessa redução 
da capacidade de recolhimento elástico e consequentemente sobre o enfisema, pois 
nossos resultados mostraram que, houve aumento da elastância tecidual (Htis) nos 
grupos treinados quando comparados aos animais sedentários. Não houve relação da 
redução colinérgica com os efeitos do treinamento físico na função pulmonar. 
 Na análise da inflamação no lavado broncoalveolar (BALF) pelo efeito do fumo, 
o número de células totais foi maior nos grupos expostos à fumaça de cigarro quando 
comparados aos seus respectivos controles, WT e KD. No estudo realizado por 
Brandão-Rangel et al. (2017), constatou-se também aumento de células totais no 
BALF no grupo DPOC quando comparado ao grupo controle. Outros autores também 




maior quantidade de macrófagos, neutrófilos e linfócitos no BALF quando comparados 
ao controle (BAZETT et al, 2017; KAMEYAMA et al, 2018).  
Nossa análise de macrófagos no BALF condiz então com esses estudos, já que 
os grupos fumo também apresentaram mais macrófagos em comparação aos seus 
respectivos controles, WT e KD. Em relação aos neutrófilos, comparando os animais 
que foram expostos à fumaça de cigarro, o grupo KD-Fumo apresenta mais neutrófilos 
do que o grupo WT-Fumo e controle KD. A quantidade de linfócitos também foi maior 
nos animais KD expostos a fumaça de cigarro em relação ao seu respectivo controle. 
Os aumentos significativos das quantidades de neutrófilos e linfócitos nos animais KD 
pode ser explicada pelo efeito da redução da liberação de ACh atuando como 
mediador do sistema colinérgico anti-inflamatório e corrobora achados anterior de 
nosso grupo (PINHEIRO et al., 2015).  
O treinamento físico induziu aumento de células totais e macrófagos nos 
animais do grupo WT-Fumo+Exercício comparado ao grupo sedentário. Este 
resultado é diferente de alguns outros da literatura. Entretanto, nossa hipótese é que 
o número de células totais aumentado no BALF sejam referentes ao número de 
macrófagos que também está aumentado, e que estes macrófagos sejam de perfil M2 
cuja ação é anti-inflamatória e de reparação tecidual e remodelação (SCHUPP et al, 
2015; BARBOSA et al, 2015).  
Divergindo dos resultados encontrados por Toledo-Arruda et al. (2017), em que 
o exercício associado ao fumo provocava diminuição de neutrófilos e linfócitos quando 
comparados aos animais fumantes sedentários em 12 semanas, no nosso estudo não 
houve diferença significativa entre os grupos sobre os linfócitos quantificados, e a 
quantidade de neutrófilos foi maior no grupo KD-Fumo+Exercício quando comparado 
ao grupo KD-Fumo e ao grupo WT-Fumo+Exercício. O número de neutrófilos nos 
animais KD já era aumentado sem indução de qualquer estresse como visto por 
Pinheiro et al. (2015) e a associação do fumo ao treinamento físico induziu um 
aumento ainda maior dessas células, piorando a inflamação.  
 No estudo de Brandão-Rangel et al (2017), a exposição à fumaça de cigarro 
aumentou os níveis de citocinas pró-inflamatórias no BALF, incluindo a IL-17. Na 
análise por ELISA da citocina IL-17 no BALF, não observamos diferenças entre os 




diminuída nos animais KD independente de serem expostos à fumaça de cigarro ou 
não. Mühl e Pfeilschifter (2003) realizaram uma revisão sobre os efeitos do INF-γ e 
concluíram que há uma dupla função que pode ser pró-inflamatória e/ou anti-
inflamatória. Considerando o efeito anti-inflamatório, o INF- γ é capaz de induzir 
moléculas anti-inflamatórias como a IL-1Ra (receptor antagonista de interleucina 1) e 
a proteína de ligação IL-18 (IL-18BP) e modular a produção de citocinas pró-
inflamatórias, como IL-1 e IL-8. Neste sentido, a redução de INF-γ nos animais KD 
explicaria uma piora da resposta inflamatória nestes animais que pode ocorrer por 




Em conclusão, nossos resultados sugerem que a deficiência colinérgica induz 
redução dos níveis de IFN-γ no pulmão, uma citocina envolvida na resolução da 
resposta inflamatória, aumenta o infiltrado neutrofílico e linfocitário no pulmão 
comprometendo a função pulmonar em modelo de enfisema pulmonar. Estes 
resultados sugerem que a ACh pode ser um importante modulador da resposta 
inflamatória no enfisema pulmonar. Ainda, demonstramos que o treinamento físico foi 
capaz de condicionar animais com deficiência colinérgica, mas não foi capaz de 
impedir o desenvolvimento do enfisema pulmonar, piorando alguns parâmetros da 
resposta inflamatória no pulmão. Em conjunto, nossos dados sugerem que o sistema 
colinérgico anti-inflamatório está envolvido no controle da resposta inflamatória 
pulmonar em modelo de DPOC induzido por exposição ao cigarro, e os efeitos 
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